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摘要

木聚糖是半纤维素的主要成分，其含量仅次于纤维素，是自然界可再

生的丰富生物资源。木聚糖酶能降解木聚糖成木糖或木寡糖，在饲料、食

品、纺织、造纸等行业有着广泛的用途，是现代酶学研究的热点之一。本

文对黑曲霉C-2(Aspergillus niger C-2)进行了发酵培养基的优化、产酶

条件、酶学性质及应用等的研究．主要研究结果如下：

l黑曲霉C-2固体发酵生产木聚糖酶的最佳培养基组成为：麸皮：玉

米芯粉(1：1)，(N}hhS04 2％，尿素3％，KH2P04 0．1％，TW-80 0．3％，

料水比1：1．4，初始pa 7．O；最佳培养条件为：500mL三角瓶装料208，接

种2mL孢子悬液(10％fil，!mL)，30℃培养42h。条件优化后，黑曲霉C-2

固体发酵产酶活力由1717U／g提高到10068U／g。

2黑曲霉C-2木聚糖酶的最适反应pH值为4．4～4．8，在pH4．5～7．5

范围内稳定，在pH4．5～5．5范围内保温6h仍能保持95％以上的酶活力：

最适反应温度为50℃；Cu2+、M矿和Na+--种金属阳离子对酶反应有促进

作用，ca2+、Fe抖、Mn2+、Ag+、K+和Fe2+对酶反应有不同程度的抑制作

用。Zn2+、EDTA对酶活影响不显著。黑曲霉C-2发酵产物抽提液进行薄

板层析发现，抽提液中含有5种木寡糖组分。

3托盘固态发酵时，种曲接种量O．5％～O．75％，装料量3009～4009，

料厚3～4em，料水比l：1．8，发酵40h后60℃烘干。补水能够提高托盘发

酵产物木聚糖酶活力，干燥发酵产物中的木聚糖酶在80"12～90℃下保存

lh酶活损失小于15％。

4分别进行匾盘、种曲机中试放大研究。匾盘培养方式菌丝生长缓慢

且易污染，发酵酶活为4234U／g：种曲机由于降温效果差则出现了烧曲现

象，发酵酶活300～3622U／g。采用在种曲机内培养菌丝、转入匾盘产酶

的两步发酵工艺，有效避免了上述缺陷，最终发酵产物酶活达7461U／g。

5将本试验制得的木聚糖酶制剂与市场复合酶产品在小猪上进行喂

养试验，结果发现木聚糖酶制剂能够提高增重11．8％、降低料肉比8．8％，

降低腹泻，给养殖户带来更高的经济效益。

关键词：木聚糖酶，固体发酵，黑曲霉，酶学性质
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Abstract

Asacrucial componentsofhemiee|l：utose,xylanisthemostabundentliving

re$outee$that Call be recycled in llature except of cellulose．Xylanase is the

ellzynle family that dehydrates xylan into xylo∞or oligoxylose,which has

extensive application in industries such as animal feed,food,fabric and

papermaking，So researches ofxylanase by mieroorgansim has bec．ome one of

the hot spots ofmodem fermentation industry a11d enzyme preparation indnstry．

In this paper,a xylanase production fungi Aspergillus niger C-2 Was studied，

which included optimization of solid-state fermentation condition such勰

cultivating envirD姗ental f邪tors and culture eompositiOIlS．The application

and characterizations of xylanase were sadied,too．The main results wefe as

follows：

1．11舱culture medium mad cultivation conditions for xyl锄麟production of

Aspergillus niger C-2 under solid state fermentation Were optimized．11圮

results confirmed that the optimum culture medium was composed by wheat

bran and cormcob at the ratio of 1：1，(NI,hhS04 2％，吼3％KI-12P04
O．1％，TW-80 O．3％，initial pH 7．0，and ratio of optimal carbon source and

water 1：1．4．The optimum cultivation conditions included culture Ioad 209 in

500ral flask,inoculant volume 2mL、Ⅳith spores of 10scfu／mL,after the

inoculanted culture was fermentated for 42h at 30℃．the fermentated culture

yielded xylanase with hightest activity of 10068U／g．

2．Some elmracterizations of xylanase w哦studied。n赡opimum pH value

of xylanase was pH4．4～4．3．which was stable over pH4．5～6．5．The

remained cIIl巧me activity w举over 95％after lfeatment 6h under pH4．5--5．5．

The optimal temperature of xylanase Was 50℃．11”activity of xylanase was

increased by Cu2．,Mgz+and Na+'decreased by Ca2+，Fe3+，Mn2+,Af，C and

F孑+。and not effected significantly by Znz+and EDTA．Fjvc oligoxylosas Were

founded iIl the extracts ofthe fermentcd culture．

3．豇措optimal solid-state fermentation condition ofAsp．niger C-2 OH trays

Was"solid inoculant 0。5％--0．75％．culture loact 3009 to 4009 with culture thick

2



山东农业大学硕士学位论文

3cm--4cm,and the ratio ofmateriel and water was 1：1。8．Xylanase activity WaS

increased significantly by water suplement during the fermenting process．The

fermented culture was dried at 60℃when the fermentation had been carried

for 40h．11他lost ofxylanase activity was leas than 15％overt ifthe xylanase

preparationwas treated for lh at 80℃—90℃．

4．Tbe polit-seale production of剐anase with solid-state fermentation Was

performed on charging trays and in machine of solid-state fermentation．When

fermenting in charging trays，the mycelia growed slowly and was

contaminated easily,the activity of xylanase in the fennentated culture WaS

4234U／g．When fermenting in machine of solid-state fermentation,the inner

temperature of culture was∞high that the mycelia couldn’t grow,which

resulted only 300～3622U／g xylanase activity in the ferraentated culture．

when the mycelia culturingⅥ髑in eharehing trays and the enzyme fermenting

waS in machine,respectively,the limitations above w眦avoided,and the final

xylan攒activity ofAsp．niger C-2 culture w鹊reached 7461U／g．

5．Feeding experiments in young pigs weTe performed using eqlzyme

preparation product and xylanase prepm-afiom lkults showed that xylanase

preparation increased weight 11．8％and decreased 8．8％of ratio of feed to

meat．

Key words：Xylanase．soHd state fermentation,Aspergillus niger,

Characterization
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l引言

植物细胞壁主要是由纤维素，半纤维素和木质素等物质组成。其中半

纤维素的主要成分是木聚糖，是仅次于纤维素含量，占世界第二丰富的可

再生生物资源，约占植物细胞干重的15％～35％(BMy，1985)。木聚糖

主要存在于植物细胞的次生壁中，处于木质素及其它多聚糖之间，起着连

接作用；但在有些植物的初生壁中也有发现(Wong，1988)。一般依来

源不同可将木聚糖分为软木木聚糖和硬木木聚糖(Prade，1995)，木聚糖

酶则是降解木聚糖的最主要酶。

1．1木聚糖与木聚糖酶

1．1．1木聚糖

木聚糖<Xylan)是植物细胞壁的重要成份，是除纤维素之外自然界

中最为丰富的多糖，也是自然界中可再生获得的丰富资源之一。木聚耱的

主链为B．D．毗喃木糖以B-I,4·糖苷键连接的线状分子，在主链骨架上每隔

一定的木糖单位发生侧链糖基的取代，取代的频率和结构依其来源和分离

方式的不同而有所差异。自然界中的木聚塘多为异聚多糖，同聚多糖分布

很少，Kulkarni(1999)和Eda(1976)发现，仅见于烟草和某些种子外

壳中。由于木聚糖分子结构为p．1加木糖苷键连接的木糖聚合物，并在其

木糖基的O．2或0-3位以共价或非共价键连有a-L．阿拉伯糖、甘露糖或

4-0．甲基糖醛酸、果胶和本质素等分枝，所以很难被分解。自然晃存在的

大量而难以被利用的木聚糖，其结构如图I所示。木聚糖存在于植物细胞

的细胞壁中，和木质纤维的其它成分之间存在着不同程度的相互作用。木

聚糖以共价键与木质素相连接。即木聚糖的阿拉伯糖残基和葡萄糖醛酸残

基通过酚残基如阿魏酸和香豆酸与木质素相连(Jeffries，1994；Jung，

1991)。木聚糖同其它碳水化合物的结合除通过化学键连接之外，还有可

能通过其它相互作用如氢键等相互连接(Kato，1981)。

4
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■M

图l木聚糖的化学结构

Fig．1 Chemical structure ofxylan

RI：PCoumoric acid；a-D-glucuroaic acid；a-D-Arabinoferan&∞

R2：Acetyl group；a-D．．Giucuranopyr',mose[Ca Lingain]；

4-O-Methyl-a-D-Glucurannop娜[Ca Lignin]；n-L-Arab础uraaose[Ca and C8

Lignin,Fcrulic acid,Acelyl掣哪P Coumocie acid]；Ca Lignin；

R3：Acetyl group；a-L-Arabinfuranose[Ca and C8 Lignin,Ferulic acid,Acetyl group,P

Coumoric aeid】；删actopyanosyl(1-5)a-L-Ambinfuranose；
1．1．2木聚糖酶

木聚糖酶通常是指内切和外切木聚糖酶的统称，狭义上的木聚糖酶仅

限于争l^内切木聚糖酶(1,4．B．D．木聚糖水解酶EC3．2．1．8)，负责木聚糖

主链骨架的降解。其作用方式是在不同位点上作用于木聚糖和长链木寡

糖，从B．1^木聚糖主链的内部切割木糖苷键，从而使木聚糖降解为木寡

糖(张树政，1998)．其水解产物主要为木二糖与低聚木耱，也有少量的

木糖、阿拉伯糖和甘露糖。广义上的木聚糖酶是指能够降解木聚糖或半纤

维素的一组酶的总称。由于木聚糖结构的复杂性，它的完全降解需要多种

水解酶的参与而共同完成，表l(杨瑞金，1998)列出了木聚糖降解酶系

的组成．

韬特H树一叩掣圳并每一
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表l木聚糖降解酶系

Table I Xylanolytic exl2'yme systems

术聚糖降解酶Xylanol”ic enzyme

pl，4一内切木聚糖酶

}木塘苷酶

静L呋哺型阿拉傻糖苷酶

衅葡萄糖醛酸酶

乙酰木聚塘酯酶

酚酸酯酶

EC3．2．1．8；I．4-B-D_endoxylanase

EC3．2．1．37；l目-xylosidase

EC3．2．t．55；岱-1．,-arabinofuranosidase

EC3．2．1．1：a-gluconidaso

EC3．2．1．6：Acetylxylanesterase

Phenol acid es-tera．∞

争l,4-内切木聚糖酶(EC3．2．1．8)以内切方式作用于木聚糖主链，产

生不同链长的寡糖及少量的木糖，是木聚糖降解酶系中最关键的酶

(Stuma，1997)。弼时也是县前人们研究最多了解最深入的木聚糖降解酶。

p一木糖苷酶(EC3．2．1．37)作用于木寡糖的末端，释放出木糖残基。尽管

有许多木聚糖酶都能水解木聚糖或者木寡糖释放出木糖，但唯有肛木糖苷

酶能够水解木二糖。a-L．呋喃型阿拉伯糖苷酶和伽葡萄糖醛酸酶是能够释

放侧链糖的木聚糖降解酶；旺-葡萄糖醛酸酶和酚酸酯酶是在降解乙酰化木

聚糖时起作用的木聚糖降解酶(邹永龙，1999；怀文辉，2000)．图l(杨

瑞金，1998)是木聚糖降解酶的作用位点示意图。

埘

Ⅺ蜘卜●拇皤．．
’Z>

图2木聚糖水解酶系及其作用位点

F皓2 Xylanolytic en巧mc and hydmlytic sites

注：Xyl：木搪基；MegIcA：甲基葡萄糖醛酸基；Afar．．阿拉伯糖基；Ac：乙

酰基
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’p}1，4．内切木聚糖酶(争l^endoxylanase)(EC3．2．I．8)

弋≯B-术糖苷键(争xylosidase)(EC3．2．1．37)

●》弘葡萄糖醛酸酶Ox-glucuronidase)(EC3．2．1．1)

9 a．L阿拉伯糖呋喃糖苷酶(a-L-arabinofuranmidase)(EC3．2．1．55)

·乙酰酯酶(acetyeterase)(EC3．2．1．6)或乙酰木聚糖酯酶

1．1．2．1 p-1，4．内切木聚糖酶(p-1，4-．endoxylanase)

在内切木聚糖酶的作用前期，所形成的主要产物是聚合度较大的低聚

木糖，随着水解的持续进行，可生成木三糖、木二糖，但一般不会生成木

糖。根据水解产物可分为有脱支活性和无脱支活性两大类，前者水解产物

是阿拉伯低聚木糖，无游离的阿拉伯低聚木糖，而后者则可以生成阿拉伯

糖。所研究的细菌和真菌木聚糖酶都是含有一个亚基的简单蛋白，在大多

数微生物中木聚糖酶往往是多基因编码的。不同来源木聚糖酶的分子量和

等电点有较宽的范围，分子量为8．5～145kDa，等电点pI为3．0～10．3，

发现最小的为多黏芽孢杆菌Bacillus polymyxa产生的6kDa木聚糖酶分子

(高培基，2005)。1988年，Wong等根据酶的理化特性分为两大类，即

分子量小于30kDa的酶，多为碱性蛋白，另一类分子量大于30kDa的酶，

多为酸性蛋白。．

绝大多数B．1'4-内切木聚糖酶的最适pH小于7．0，最适反应温度在

45℃～75℃之间。木聚糖主链上的取代基团对媒介过程存在阻碍作用，是

否有空间障碍导致还不能确定，但有些取代基团有助于酶的催化基团去向

并定位于特定的酶切位点，如黑曲霉Aspergillus niger的两个木聚糖酶

pi8．0和pD．6所催化的反应产物中并没有阿拉伯糖，而且对去除了阿拉伯

糖残基的寡聚木糖作用很小或者不起作用，由此看出其作用位点要求近旁

有阿拉伯糖残基存在。

LI．2．2}木糖苷酶(p-xylosidase)

该酶分子量为26～360kDa，p13．3～7．3。在细菌和酵母中该酶主要存

在于细胞内。p．木糖苷酶主要作用于寡聚木糖，属于外切酶，从非还原末

端释放出木糖，随着聚合度的增加活力下降，二聚木糖是其最佳底物。许

多黑曲霉的p．木糖苷酶既能作用于木糖苷键又能酶切a．阿拉伯糖苷键、}
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葡萄糖苷键和B-半乳糖苷键，而在高浓度底物情况下，甚至可以表现出

1'4一木糖苷转移酶和l，3．木糖苷转移酶活性。是低聚木糖转化为多聚木糖。

p一木塘苷酶和p—l'4-内切木聚糖酶共同作用可以使木聚糖降解为木寡糖或

者木糖(高培基，2005)。

I．I．2．3洳L呋喃阿拉伯糖苷酶(a-L-arabinofuranosidase)

由于缺少合适的天然底物等原因，该酶的研究报道很少，现在已知阿

拉伯糖苷酶多以单体存在，分子量53～495kDa，p12．5～9．3，最适pH在

2．5～6．9之间。该酶分为两种，占多数的是外切酶，作用于对硝基酚．呋喃

型阿拉伯糖苷和分支阿拉伯聚糖，另一种少数的是内切酶，仅作用于线性

阿拉伯聚糖。

I．1．2．4珈葡萄糖醛酸酶(a-L-glueuronidase)

舡葡萄糖醛酸酶水解葡萄糖醛酸和木糖残基之间的a．1，2．糖苷键，该

酶分子量一般在100kDa以上，pI小于4．0，最适pH在3．3～6．0之闻。其

底物特异性随酶的来源不同而不同，来源于黑曲霉的a，葡萄糖醛酸酶可以

作用于4．0．甲基葡萄糖醛酸木聚糖，经内切木聚糖酶作用后产生的木寡糖

更适合于该酶．

1．1．2．5乙酰木聚糖酯酶(aeelylxylan eslerases)

乙酰木聚糖酯酶作用于木糖残基C2和C3位上的乙酰取代基团，瑞氏

木霉z reesei产生两种乙酰木聚糖酶，分子量均为34kDa，p1分别为6．8

和7．0，都是糖蛋白。从嗜热厌氧杼菌(Thermoanaero bacterium sp．

JW／SL-YS485)中分离到乙酰木聚糖酯酶I和II，酶I在细胞外作用于木

聚糖上的乙酰取代基团，酶Ⅱ在细胞内作用于寡聚木糖上的乙酰取代基

团。该酶可以消除乙酰基团对内切木聚糖酶作用的空间阻碍，增强内切木

聚糖酶对木聚糖的永解力。

L1．2．6酚酸酯酶(phenol acid esterases)

该酶主要包括香豆酸酯酶和阿魏酸酯酶，前者切除香豆酸和阿拉伯糖

残基之间的酯键，后者切除阿魏酸和阿拉伯塘残基之间的酯键。新美丽丝

菌Neocallimastix MC-2产生两种阿魏酸酯酶FAE I和FAE II，均为单亚基

蛋白，分子量68kDa和24kDa，p1分别为4．2和5．7，最适pH分别为6．2

和7．0，该真菌还产生一种香豆酸酯酶，分子量l lkDa，pl$．7，最适pH7．2，

8
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该酶活力受多种离子的影响。

由于木聚糖降解酶普遍存在于自然界并且种类繁多，因此，对于微生

物所产的木聚糖酶研究报道很多．据Gilbert(1993)和Haapala(1994)

报道，目前人们研究和应用得最多的是细菌、曲霉和木霉来源的木聚糖酶。

在真核生物中，木聚糖酶的糖基化是一个普遍存在的现象，1998年，Wong

发现这些糖类基团一般与蛋白质共价连接或与木聚糖酶形成可解离的复

合物，糖基化作用可能赋予酶分子稳定性以抵抗不良环境，这类糖残基主

要是甘露糖、葡萄糖和果糖，对不同来源的木聚糖酶的研究已经证实了木

聚糖酶的多样性。根据许多糖苷键水解酶催化区域的氨基酸序列组成和疏

水族分析，可将其分成许多族(Family)．所有的木聚糖酶都属于F／lO或

G，1l族(Davis，1995)，从生化结构和特性而言，两族酶并无多大关系。

另外，还有很多研究者报道了木聚糖酶的交叉活性。所谓酶的交叉活

性是指一种酶具有多种催化活性，如一种酶可催化木聚糖水解，因此它是

木聚糖酶，但同时它又可以催化羧甲基纤维素(CMC)水解，即它又具

有羧甲基纤维素酶CIVIC活性，由此认为这种酶具有交叉活性。Shei(1985)

和Lee(1987)等先后发现有一些木聚糖酶具有多种交叉活性，而且有些

木聚糖酶的第二或第三种活性还很高。

1．2木聚糖酶的理化性质

微生物来源的木聚糖酶的分子量为8～145kDa，只含一个亚基。一般

来说，分子量小于30kDa的木聚糖酶为碱性木聚糖酶，通常含有182～234

个氨基酸残基；而分子量大于30kDa的木聚糖酶为酸性木聚糖酶，通常含

有269～809个氨基酸残基。木聚糖酶以可溶或不可溶性的木聚糖为底物，

但不同的木聚糖酶对底物的的要求有所不同。木聚糖酶有非特异性木聚糖

酶和特异性木聚糖酶，特异性木聚糖酶只作用于木聚糖底物。非特异性的

木聚糖酶除了可作用于木聚糖外还可作用于纤维素和人工底物，为双功能

酶。对于这两种酶的不同，有人认为反映了它们活性位点的不同，但这更

可能反映了两者底物结合基团的不同，而不是催化基团的不同(张红莲，

2002)．

不同生物来源的木聚糖酶所能耐受的pH值的范围一般是3～lO。一般

来说，真菌来源的木聚糖酶pH值在4～6的范围内最有效。1998年，Maximo

9
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等研究发现来源于放线菌和细菌的木聚糖酶pH值则在5～9的更广范围内

有效。木聚糖酶的最适pH与同酸／碱催化剂形成H键的天冬氨酸(Asp5，

天冬酰氨(Asn)残基之间存在着显著相关性，即在酸性木聚糖酶(pH<5．O)

中，此残基为Asp，而在最适pH较碱性的木聚糖酶(pH>5．05中为ASh。

来源于细菌和真菌的木聚糖酶的最适作用温度一般在40"C～60。C之

间。迄今为止，只发现20余种细菌和不足10种真菌能产耐热木聚糖酶。木

聚糖酶的热稳定性与多种因素和结构参数相关：热稳定性与精氨酸(Arg)

和脯氨酸(Pro)的含量有关；蛋白结构中二硫键的引入和盐桥的形成；

带电侧链和螺旋偶极子的疏水堆积及芳香族氨基酸有利的相互作用有关

(杨浩萌等，2005)，但不一定由相同的结构因素决定。胱氨酸(Cys)

在木聚糖中并不常见，在已知的81种G，ll家族木聚糖酶氨基酸序列中只有

117个胱氨酸，占氨基酸总数的0．7％，其中的27个序列没有胱氨酸，14个

序列只有1个胱氨酸，因此其中至少有一半的木聚糖酶分子中没有二硫键。

这些研究表明，二硫键对G，ll家族木聚糖酶的嗜热性并不重要。在细菌性

木聚糖酶中，普遍存在着与催化功能无关的重复结构域，其中之一是热稳

定性结构域。木聚糖酶的热稳定性与其蛋白质N．末端的结构域有关，并且

木聚糖酶的热稳定性结构域与起催化结构域相关。大量研究表明，嗜热性

微生物F／10家族木聚糖酶有一个共同的特征，即结构域提高了其熟稳定

性，然而在(3／1 1家族中并未发现非催化结构域赋予木聚糖酶热稳定性，这

可能是因为它们天生具有热稳定性。

金属离子对不同来源的木聚糖酶的活性的影响各不相同。来源于

Trichoderma和A．niger的木聚糖酶的活性受H矿+的抑制；而Ca2+贝O激活4．

niger的木聚糖酶的活性；来源于彳．1avatus的木聚糖酶的活性受c02+和Cll_”

的抑制；来源于A．phoenicis的木聚糖酶的活性受Af、H矿、Mn2．的抑制
(Gilbert，19935。不同离子之间的相互作用对木聚糖酶的活性也有影响。

木聚糖酶通常有十分特异的差向异构性，只水解D．1,4．糖苷键，且两

侧都是B．1，2．糖苷键，另外13．1^糖苷键连接的片段长度对酶的活性也有影

响，要求有4个或4个以上的糖(Sun，19975。
大多数的内切木聚糖酶作用于复杂的多糖时活性极低，因为复杂的多

糖有丰富的支链如阿拉伯糖、葡萄糖醛酸和乙酰基可能阻碍了木聚糖酶的

lO
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内切作用。t旦z．niger-来源的两个非脱支链的同工异构酶，则对线性的寡

聚木聚糖活性很低，且对无阿拉伯糖分支的不溶性糖无活性，故推测该酶

作用位点在木聚糖的骨架靠近分支点附近(Ball，1989)．

1．3木聚糖酶的研究进展 ，

1．3．1木聚糖酶的诱导和抑制

能够降解半纤维素的微生物广泛存在，已知的可产生半纤维素酶的微

生物有几十个属，一百多种，其中包括细菌、放线菌和各种真菌，甚至瘤

胃微生物。具有纤维素、半纤维素分解能力的微生物有瑞氏木霉z reesei、

绿色木霉Z viride、康氏木霉Z koningii，酵母中的丝孢酵母Trichosporon、

隐球酵母Cryptococcus也能够分解半纤维素，另外胞外半纤维素酶活力较

强的微生物还有曲霉、枯草杆菌和厌氧的梭状芽孢杆菌。已经有报道黑曲

霉A．niger、烟色曲霉A．umigatus，枯草芽孢杆菌且subtilis，短小芽孢杆

菌最pumilus，多孢丝孢酵母Z eutanem，白色隐球酵母C albidus和木霉

属Trichoderma等许多种的半纤维素酶进行过较为详细的研究，而对木聚

糖酶的研究最为深入。

高产量生产木聚糖酶的关键是选择适合的木聚糖酶高产菌株、适合的

诱导底物及最佳的培养基组成和培养条件(周德庆，2002)。在发酵过程

中，微生物所分泌的木聚糖酶量的大小受很多因素的影响。Kulkami(1999)

研究发现影响因素主要包括酶作用物的易感性、低聚木糖的释放速率和释

放量、释放木糖的木聚糖的化学性质及其数量。在自然状态下，木聚糖酶

是诱导酶，高效生产木聚糖酶的关键因素是选择合适诱导底物和最佳的培

养基组成。Berenger(1985)对梭状芽孢杆菌(Clostridium stereorarium)，

Stutzcnbcrger(1992)对耐热单孢菌(Thermomonosporaeurvata)，Deshpande

(1986)对Netwospora curcata研究发现，若要获得较高活性的木聚糖酶，

在培养基中纤维素类物质则是不可缺少的。Haltrich(1996)和Bey(1992)

用廉价的农业废弃物等木质纤维原料，如玉米芯、麸皮、米糠、玉米秆和

甘蔗渣对于某些微生物的菌种，如曲霉(Aspergillus awamori)、青霉

(Penicilliumpurpruogenum)和耐碱耐热杆菌(Bacillus sp．NCIM 59)等，

作为产生木聚糖酶的碳源和诱导物是非常适合的。1995年，Purkarthofer

对嗜热真菌T．1anuginosus DSM5826的诱导机制进行了研究，发现在嗜热
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真菌木聚糖酶诱导合成过程中，木糖同时扮演着两种角色：诱导因子和抑

制因子。在试验中，一次加入大剂量的木糖溶液和将同样剂量的木糖溶液

分七次加入作对比，发现分次加入的木聚糖酶产量接近木聚糖诱导的水

平，而一次加入的产酶水平却很低。说明木糖在低剂量时诱导产生木聚糖

酶，浓度高时却抑制酶的合成。

在较少情况下纤维素能够在木聚糖酶的产生过程中起到诱导作用。但

目前仍不清楚诱导作用是来自纤维素还是来自木聚糖的碎片。另外，采用

结晶纤维材料作为产酶诱导物时，链霉菌(Streptomyces lividans)所产的

木聚糖酶活性可以得到显著提高(Morosoli。1986)；蔗渣是Cellulomona8

vigena产生木聚糖酶和木祷苷酶的最佳诱导底物(PeTez-Avalos，1996)；

松树来源的木聚糖为底物诱导曲霉属微生物产生的木聚糖酶之稳定性高

于其它来源木聚糖的诱导产物(Raquel，1997)。从分子水平上对于木聚

糖酶的生物合成和酶诱导现象的研究还比较少。木糖的存在能够使芽孢杆

菌Bacillus pumilus，链霉菌Streptomyces livuia埘66及Aureobasidium

pullulans得到较高的木聚糖酶活性(Kluepfel，1990；Paul，1990)：木糖

并不影响耐温放线菌thermophilic actinomycetes产生木聚糖酶，但却抑制

隐球菌Cryptococcus albidus木聚糖酶的产生(McCarthy，1985)．木二糖

是木霉z reesei和曲霉Aspergillus terreus产生木聚糖酶的特殊诱导底物

(Hnnova，1986)，木二糖异构体也能诱导酵母和真菌木聚糖酶的产生，

并且菌株的产酶水平在以木二糖异构体作为诱导物时为高，这显示异构化

的木二糖不是菌株产生木聚糖酶的直接诱导物。

1．3．2木聚糖酶的研究现状

不同微生物产生的木聚糖酶通常在较广的pH值，即pH值3～10范

国内稳定，而最适PH值范围是4～7，但真菌如黑曲霉一．niger(Ito，1992)

和青霉菌Penicillium herque(Funajuma，1991)所产木聚糖酶的最适pH

值范围则在2～6的酸性区域。细菌和真菌产木聚糖内切酶的最适温度范

围是40"12～60"C。真菌产木聚糖酶的耐热性通常比细菌产木聚糖酶差一

些。嗜热性细菌Gthermotoga sp．生产的木聚糖酶甚至在100℃、pH值5．3

的条件下具有最高酶活力(Simpson，1991)。

真菌由于能够胞外分泌木聚糖酶而且产酶水平高于酵母和细菌而格
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外引人关注，真菌木聚糖酶的产生往往是和纤维素酶的产生相联系的。国

内的研究者在真菌木聚糖酶方面做了相当多的研究工作，主要集中在真菌

所产的中温中性或偏酸性木聚糖酶。国内所研究的高温耐碱性芽抱杆菌

(Bacillus躅仉L29)产酶能力不高，在优化的培养基条件下仅产生4．92

U／mL的酶活力(蔡敬民，1996)；在耐热木聚糖酶研究方面，仅有克隆并

在大肠杆菌中表达海栖熟袍菌MSB8(Thermotoga maritima MSB8)的

xynB基因的报道(rr正强，2002)。国外在耐热木聚糖酶方面的研究相当

活跃，在嗜热真菌木聚糖酶方面的研究成果尤其突出。现有的研究报道表

明，Talaromycesbyssochlamydoides(Yoshioka，1981)，Z emerson#(Tuohy，

1992)，Thermoascus aurantiacus(Yu，1987)等都是耐热木聚糖酶生产菌

株。

真菌所产木聚糖酶的活性通常要高于细菌产的木聚糖酶。Haltric

(1993)报道，真菌(Schizophyllum commune)所产生的木聚糖酶活性最

高，以微晶纤维素为碳源和诱导物，摇瓶培养1l天的酶活性达到

5740U／mL：嗜热真菌(Thermomyces lanuginosus)以玉米芯为碳源，摇瓶

发酵7天所产生的木聚糖酶活性最高达到3569U／mL(Singh，2000)。国

内研究报道中，山东大学报道BacilluspumilusA30产木聚糖酶最高活力为

431U／mL(曲音波，1999)，AspergillusnigerEl49最高酶活力为375．2U／mL

(陈红歌，1999)．在固体培养条件下，真菌(SchixopHyllum commm)可

以产生22700U／g干基的木聚糖酶(Hal仃ic，1992)：木霉(Trichoderma

hamatum)用麦杆作为诱导物时可产生7000U／g干基的木聚糖酶(Orajek，

1987)。

目前已经证实了作为木聚糖酶诱导物的低分子量物质需要转移酶的

作用才能被转送进入细胞质，因此诱导物的浓度水平以及培养液中所需的

酶量都会影响微生物木聚糖酶的合成(Kulkami，1999)．影响木聚糖酶产

量的因素还有很多，培养基条件如合适的碳源、氮源以及碳氮比例、初始

pH值等，培养条件如温度、接菌量以及溶氧等等。其它影响微生物木聚

糖酶产生的因素除了通常的发酵条件之外，还有一些关键的影响因子：底

物的可接近性，低聚木糖的释放速率、数量及其化学特性，还有所能够产

生的木糖量等等。木糖在较多情况下作为碳源时对木聚糖酶的形成有抑制
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作用，诱导物分子的缓慢释放或在发酵液中转变成为不能代谢的衍生物都

能提高微生物木聚糖酶的产量，所有这些影响因子对于微生物木聚耱酶的

表达分泌具有综合效应。此外，木聚耱酶与底物结合的紧密程度也会影响

到微生物木聚糖酶的产量。若酶与底物结合紧密，则会有一部分木聚糖酶

因结合在不溶性底物上而在处理酶液时被丢弃。还有，微生物菌体本身代

谢所产生的酶(如蛋白酶和糖苷转移酶)，也都会影响到本聚糖酶的产量。

影响木聚糖酶活性和产量的其它生物过程参数还包括pH、温度以及通风

情况等等。

1．4木聚糖酶的应用

近年来，木聚糖酶在食品、饲料、及造纸等行业都有广泛的应用，如

用于食品工业的面团改良剂及功能性低聚木糖的生产、制浆造纸工业中的

纸浆生物漂白，以及饲料工业的饲料添加剂等(Wong K。1992；朱静等，

1996)另外，木聚糖酶还可以应用于果汁和葡萄酒的澄清、香料和色素的

提取、植物油和淀粉的生产等等。

1．4．1木聚糖酶在饲料工业中的应用

中国已经发展为世界第一畜牧大国，第二饲料大国，所取得的辉煌成

就举世瞩目。饲料工业是畜牧业发展的基础，国内年生产总值超过2000

亿元，已经成为我国经济的支柱产业之一。农业生物技术正在成长为二十

一世纪全球最有发展潜质的行业之一．我国政府在国民经济与社会发展计

划纲要中指出利用生物技术发展生态节稂型畜牧业则是农业实现科技化、

产业化和可持续发展的重点，这也符合我国关于创建节约型社会的要求。

微生物酶制剂作为一类绿色安全的饲料添加剂，应用到各种动物的养殖领

域。大量实验证明。在节约饲料用粮、提高饲料秘用率、改善养殖环境、

拓展饲料资源方面具有明显的效果。目前市场上的饲料酶主要为分为两类

(刘亚力，1999)：一类是消化酶类，主要是补充动物内源消化酶的不足，

如蛋白酶、脂肪酶、淀粉酶等：另一类是非消化酶类，主要是通过该类酶

使动物能够利用原本无法利用或利用率极低的物质，主要包括非淀粉多糖

酶和植酸酶。

非淀粉多糖(Non-starch polysaccharides，NSP)是指植物的结构多糖

的总称。非淀粉多糖不被消化道中酶所降辨。遇水形成胶态溶液，使食糜

14
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粘度升高，阻碍消化酶与养分的充分混合，从而影响了营养物质的吸收。

植物中的多糖分为贮存多糖(主要是淀粉)和结构多糖，在一般情况下，

对于单胃动物而言，贮存多糖具有营养作用，而结构多糖则有抗营养作用。

在动物营养的分类上，结构多糖一般属于粗纤维(粗纤维包括非淀粉多糖

和木质素)。纤维素是p．1'4．糖苷键连接而成的直线分子，键间葡萄糖的

羧基之间既已形成氢键，加上半纤维素、果胶、木质素的粘结作用，使得

完整的纤维素具有高度水不溶性。纤维素的分子量较高，约有8000～10000

个葡萄糖残基组成，除反刍动物，单胃动物肠道缺乏分解纤维素的酶，不

能吸收消化纤维素，因此造成资源浪费，另外纤维素形成一种屏障阻止胃

肠道消化酶对各种营养物质的有效接触，降低了营养物质的利用率。半纤

维素包括许多高分子的多糖，是多聚戊耱(木聚糖和阿拉伯聚糖)和己糖

(甘露聚糖、}葡聚糖和半乳聚糖)的混合物，B-(1’3．1／咿葡聚糖以及争l，4．

木聚糖是半纤维素的主要成分，木聚糖广泛的存在于谷物中细胞壁中，而

麦类细胞壁主要含有较高的戊聚糖。表2列出了不同谷物饲料中抗营养因

子的含量，从表(孔键，2005)中可以看出木聚糖在谷物抗营养因子中所

占的比例较大，因此饲料酶中最重要的是木聚糖酶。

表2不同谷物饲料中抗营养因子的含量

Table2 Content ofantinutrition factor in鼬feed

具有抗营养意义的是水溶性非淀粉多糖(包括半纤维素和果胶)，其

中最重要的抗营养因子是B．葡聚糖和阿拉伯木聚糖(或称为戊聚糖)。此

外，甘露聚糖(葡萄甘露糖、半乳甘露聚糖)等也具有一定的抗营养作用。

水溶性非淀粉多糖不仅本身不具有实质意义的营养作用(尤其是5碳的戊

聚糖)，同时干扰整个日粮其他组分的营养消化吸收和利用(Classen，
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1996)。非淀粉多糖的抗营养作用与它在消化道产生粘性有关(Choct，

1995)。大麦中的B．葡聚糖高达66％溶于水(Chesmn，1993)。用水浸泡

大麦可以减少B一葡聚糖以及降低它的粘性。这证实了大麦枯性来源是由于

它的p一葡聚糖(Svillm，1997)。另一种重要的水溶性NSP是阿拉伯木聚

糖，在小麦和黑麦中含量很高，小麦含阿拉伯木聚糖为50--S09／kg DM，

恧黑麦则超过tOOg／kg DM(Choct，1995)．这两种多聚耱都产生糕姓阔

题，影响营养消化，尤其是脂肪的消化吸收．水溶性非淀粉多糖在消化道

吸水形成胶状溶液，逐渐形成大分子，进而与食糜形成大凝胶团，阻碍饲

料营养物质与消化液的接触．同时，与消化酶结合，形成复合物，降低消

化酶的活性，造成消化不良，最后导致小肠发生功能性病变。

通过生物技术的方法，如使用微生物产生的酶制剂可以水解许多抗营

养因子，这方面最成功的例子是肛葡聚糖，阿拉伯木聚糖酶以及植酸酶的

应甩(O∞sen，1996)。许多试验迂实，在以小麦为基础日粮魄饲辩中使

用木聚糖酶，可以明显改善生产性能(Marquardt，1994；Choct，1995；

Weldman，1994；Steenfeldt，1995)。同样，在黑麦日粮中添加木聚糖酶，

也可以提高黑麦的营养价值(Marquardt．1994；Boms．1998)。在高小麦

的日稂中(80％)使用木聚糖酶，可使表观氮校正代谢能提高4％～7％，

食糜的粘度由48．8CPS降至9．3～20cPs(使用不同商品酶的差异)。另外，

加酶以后，盲肠内容物的pH值显著下降，这是由于酶使NSP降解，部分

易于波微生物发酵(Stecnfeld￡。1998)．

1，4．2木聚糖酶在食品工业中的应用

小麦面粉中的阿拉伯木聚糖含量很少，约为1．5％～2．5％(Courtin，

2002)水溶性的阿拉伯木聚糖更少，约为木聚糖总量的25％～30％．尽管

小麦面粉中阿拉伯木聚糖量很少，其在焙烤过程中所起的作用却不容忽

视。目前，国外对于木聚糖酶应用于面包焙烤工业的研究报道很多，主要

是针对小麦粉中的阿拉伯木聚糖，向面粉中添加木聚糖酶作为品质改良

剡，改善面团的稳定性和对过度发酵的耐受性。提高入妒急涨性能，增大

烘烤后面包体积(Courtin，2001；Spmsfl口，1997)。l-laros(2002)等研

究了添加不同水解酶对面包品质的影响，发现木聚糖酶确能改善新鲜面包

芯的硬度，降低面包老化速度：添加木聚糖酶之后面包的老化速度变缓，

16



山东农业大学硕士学位论文

即木聚糖酶改善了烘烤后面包的硬度，降低可面包的老化速度，延缓了面

包的老化过程。另外，Martinez-Anaya(1997)等和Laurikainen(1998)

等的研究也证实了添加木聚糖酶能够降低面包的老化速率；相反地，也有

报道称木聚糖酶不能影响面包的老化速率，但却能通过增加面包体积从而

降低了新鲜面包芯的硬度(Rouau X，1994)：另外，Gm等(1999)的研

究却表明添加纤维素酶对面包的硬度和老化速度均没有明显的影响。众多

研究报告普遍认为：增加面粉中的水不溶性阿拉伯木聚糖的含量不仅会影

响面团的性能，导致面包体积的减小而且影响面包芯的质地，从而使面包

品质恶化(Ktishnaray L等，1994)，因此，在面粉中添加适量的木聚糖酶

使水不溶性阿拉伯木聚糖增溶，增加了面团的粘度(Rouau X，1993)，另

外，木聚糖酶降低了水不溶性阿拉伯木聚糖的交联程度，使之溶胀和吸收

更多的水分(Gruppen H，1993)；Biliaders(1995)等研究发现，在面粉

中添加少量的水溶性阿拉伯木聚糖(O．5％)能够增大面包的体积

(Biliadwds C G，1995)。总之，水溶性阿拉伯木聚糖利于面包品质的改

善，而水不溶性阿拉伯木聚糖则有不利的影响。

木聚糖酶在食品行业的应用，还体现在它能从棉壳、甘蔗渣、玉米皮

芯等天然食物半纤维中分解得到低聚木糖。低聚木糖是由2～7个木糖以

肛l，4糖苷键连接而成的低聚糖，该糖的特点与功能是：具难消化性，低热

量而不会导致肥胖；有很高的双歧菌增殖活性，是肠内双歧菌的活化增殖

因子；是难发酵性糖，因此不易造成龋齿．另外，用低聚木糖可制成不同

甜度的食品，可代替葡萄糖作为糖尿病人的疗效食品．同时，低聚木糖作

为一种食品添加剂，有着用量小、风味良好，无致癌性而且低热量等诸多

优点，十分适宜在减肥食品中添加．

果汁中含有的一些多糖类物质可影响其透明度，而木聚糖酶则可以降

解这些多糖，有利于果汁的澄清；在奶油和果冻生产中，加入木聚糖酶可

提高产品的乳化性；在葡萄酒和日本大麦烧酒的生产中，发现该木聚糖酶

能够提高发酵效率，增加酒精产率；在啤酒生产中，木聚糖酶可与D．葡聚

糖酶协同作用，有效解决由B．葡聚糖和木聚糖引起的啤酒混浊和啤酒过滤

时滤膜堵塞问题。

17
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L4．3木聚糖酶在造纸工业及其生物转化中的应用

在制浆造纸工业方面．木聚糖酶的应用非常广泛一用于预漂纸浆．改

善其漂白性能，提高木素溶出率；减少化学漂剂用量，并可改善纸张特性

等等(Roberts J C，1990)。

木聚糖酶可应用于纸浆漂白中，是在1986年由芬兰科学家Viikari等

(Viika．riL，19863首次提出。木聚糖酶最重要的应用是牛皮纸浆的预漂

白，酶的应用可改善纸浆的原纤维形成和持水性，减少原始纸浆的打浆次

数，恢复再生纤维的联结和增加游离性，以及从溶解的纸浆中选择性地去

除木聚糖．从溶解的纸浆中产生纤维素、在生产人造纤维以及对木浆进行

生物漂白等方面，木聚糖酶也有很多用途(SrinivasanM C，1999)．国内

外科学家对木聚糖酶辅助漂白机理进行了大量的研究，提出了四种助漂假

设：

第一，木聚糖酶能够有效的降解蒸煮过程中再吸附和沉积在纤维素表

面的木聚糖，使漂剂更好地接近残余木质素，从而使木质素更容易从纸浆

纤维中脱除。经木聚糖酶处理后的纤维的渗透性增强，有利于化学漂剂的

渗透和内部木质素的降解。

第二，木聚糖酶催化作用于纸浆纤维中的木聚稽，使纤维细胞壁润胀

而结构变得疏松，从而使木质素容易被抽提出来。Clark等(1991)用显

微镜观察了经木聚糖酶和甘露糖酶处理后的纤维断面发现细胞壁发生润

胀而结构疏松，认为木聚糖酶的作用在于降解了纸浆中的半纤维素面使纤

维细胞壁结构变得疏松，从而使木质素容易被抽提出来。

第三，木聚糖酶降解掉与纸浆残余木质素连接的半纤维素，破坏了木

质素碳水化合物(LCC)，增大了纤维间的孔隙，从而有利于己溶解木质

索的脱除。

第四，木聚糖酶能有效地除去在蒸煮过程中产生的衍生物一己烯糖醛

酸木聚糖(TelemanA，1995)。在硫酸盐蒸煮过程中，木聚糖分子的甲

基．葡萄糖醛酸，在测定卡伯值(纸浆脱木素程度的指标)时己烯糖醛酸

会消耗一定量的高锰酸钾，致使卡伯值升高，在木聚糖酶预漂白过程中，

木聚糖酶除去这一发色团要比漂白试剂更为有效。

另外，用于漂白的木聚糖酶必须具备以下的一些基本特征：一是分子
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量要小，因为它必须穿过木浆纤维达到它要作用的底物，从而降解底物，

释放有色基团和木质素；二是要有合适的最适反应pH值，因制浆过程是

在碱性环境中进行的，纸浆是碱性的，故用于对纸浆进行漂白的木聚糖酶

必须是碱性酶，以保证在这样的环境中它能起作用；第三，木聚糖酶必须

有碱性的pI值，以保证它能结合到带负电荷的木浆纤维表面。

在纤维素水解酶类和木聚糖酶的共同作用下，造纸工业废料及农业废

弃物中的木聚糖可被转化为D．木糖单体。而D．木糖单体又可被细菌、酵母

及真菌转化为有价值的燃料和化工原料，各种微生物利用D．木糖的能力存

在很大差别，细菌的酶系统可特异的将D．木糖转化成多种产物，包括醇类

(丁醇，乙醇，异丙醇，2,3．丁二醇)；有机酸(乙酸，丁酸，延胡索酸，

乳酸)；多元醇(阿拉伯醇，丙三醇，木糖醇)；酮类(丙酮)；或气体

(甲烷，二氧化碳，氢气)．其中，许多产物还可进一步转化成更高级的

燃料，以及作为生产大量有价值的化工产品，如合成橡胶，聚酯塑料等的

原料．

1．5主要研究内容和目标

一般地，在酶制剂的生产过程中，碳源的成本是影响生产成本的重要

因素。因此，选择适宜的碳源是木聚糖酶生产成败的决定因素。1991年，

Beily等研究证明，木聚糖能够专一性地诱导许多丝状真菌合成和分泌木

聚糖酶，是生产木聚糖酶极好的碳源，但是由于木聚糖制备方法复杂，成

本很高，实际生产上应用价值不大，因此相当多的研究倾向于寻求天然原

料来生产木聚糖酶，而木质纤维原料尤其是一些廉价的农业废弃物，如麦

草、麸皮、秸杆、蔗渣、玉米秸杆、玉米芯等，因其富含木聚糖和纤维素，

可作为工业化生产木聚糖酶制剂的碳源而受到研究者的重视。

真菌木聚糖的生产可采取固体发酵和液体发酵两种途径。虽然针对真

菌液体发酵产酶条件的研究较多，方法较为成熟，但由于固体发酵存在很

多优点，而在真菌酶制剂的实际生产中具有很大的竞争优势(Weiland P，

1988)：利用固体发酵，单位体积的培养基的生产能力大大高于液体培养

基(Grajek W，1987)，同时对工厂、机械设备和能源等的要求不高，操

作成本很低(Roche，1994)；另外．由于培养基含水量小，减少了污染

杂菌的机会。因此，固体发酵有可能成为农业废弃物直接应用于生物降解
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和生物转化成为有价值产品的途径之一．本试验采用固体发酵的方法，研

究了黑曲霉C．2的固体发酵条件及部分酶学性质，实验室托盘发酵和中试

工艺的参数，还进一步试验了该木聚耱酶制剂的动物饲喂效果。具体研究

内容及方法如下：

(1)固体发酵培养基及发酵条件的优化

首先筛选出影响菌株固体发酵生产本聚糖酶的碳源和氮源，然后进一

步试验选出最佳且利于工业化生产的复合碳源和氮源的组成。

对影响菌株固体发酵生产木聚糖酶的料水比、培养基初始pH值、发

酵温度及接种量等因素进行了详细的探讨与研究，深入探讨农业废弃物等

木质纤维原料直接应用和生物转化的途径，寻求工业化生产木聚稽酶制剂

行之有效且成本低廉的方法。

(2)木聚糖酶的酶学性质

研究该木聚糖酶的最适pH值及pH对其稳定性的影响，最适温度及温

度稳定性，金属离子对木聚糖酶酶活力的影响，为木聚糖酶的应用提供基

础数据。

(3)托盘发酵工艺研究

研究托盘固体发酵产木聚糖酶的工艺参数，包括固体种曲的接种量、

托盘载曲量、培养基初始水分含量及发酵过程补水对产酶影响；以及发酵

结束后的烘干温度对酶活力的影响、粗酶制剂在不同温度下的干热耐受试

验。为实际应用提供更有利的工艺参数．

(4)中试工艺参数的研究

把固体发酵工艺在种曲机进一步扩大，适当调整，检测发酵结束后的

产酶情况。

(s)木聚糖酶制荆在动物饲喂中的应用

在同批出栏的小猪日粮中添加等量的术聚糖酶制剂和购买的木聚糖酶

产品，并且以不添加任何酶制剂的日粮作对照，试验该木聚糖酶制剂对小

猪生产性能的影响，为该木聚糖酶在饲料中的实际应用奠定理论基础。



山东农业大学硕士学位论文

2材料与方法

2．1实验材料

2．1．1菌种

黑曲霉(．4spergillus．nigerC-2)为实验室保藏菌种

2．1．2原料

玉米芯粉、麸皮、甘蔗渣、土豆、蛋白胨、酵母膏、棉粕、啤酒糟等：

均为市购。

尿素：工业级。

K2I-IP04、(NI-hhS04、NaN03为分析纯，TW-80为化学纯。

2．1．3试剂与溶液

2．1．3．1 0．2mol／L的缓冲液

柠檬酸．柠檬酸钠缓冲液，pH2．18～4．12：

醋酸．醋酸钠缓冲液，pH3．80～5．72；

MES缓冲液，pH5．18～7．10：

Tds-HCl缓冲液，pH7．O～9．0；

各种金属盐

螯合剂(EDl．A)

2．1．3．2 1％(w／v)木聚糖标准溶液

称取木聚耱(Sigma公司)1．009，加入0．2mol／L醋酸-醋酸钠缓冲液

(pH4．6)加热溶解，并不断搅拌，直到溶液透明。停止加热，冷却至室

温后，定容至100mL。4℃避光保存，使用前适当摇匀。

2．1．3．3 DNS试剂

称取6．39 3,5-二硝基水杨酸用水溶解，加入21．09 NaOH，1829酒石

酸钾钠，加500mL水，加热溶解后，在加入5．og重蒸酚和5．Og亚硫酸钠，

搅拌溶解，冷却，定容至1000mL。存于棕色瓶中，放置7天后使用。

2．1．3．4木寡糖

山东龙力生物科技有限公司，纯度95％。
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2．1．4主要仪器设备

名 称

DHG型电热干燥箱

303A电热恒温培养箱

海尔电冰箱

YxQG-02高压锅

yJ-87513超净工作台

HW-SY21．K水浴锅

FAl004电子天平1／1000

UV之000型紫外可见分光光度计

PHS．3C型精密pH计

TGL-16G离心机

SC69．02C型水分测定仪

XSS．600光学显微镜

种曲机

产 地

山东潍纺医疗器械厂

江苏省启东市实验仪器厂

青岛海尔集团

山东额华医疗器搬厂

上海阳光实验仪器有限公司

北京市长风仪表仪器公司

上海天平仪器厂

尤尼柯(上海)仪器有限公司

上海精密科学仪器有限公司

上海安亭科学仪器厂

上海精密科学仪器有限公司

山东光电仪器厂

自制

2,1．s培养基

2．1．5．1保藏斜面培养基

察氏培养基。

2．1。5．2复壮培养基一麸皮汁培养基

麸皮10％，葡萄糖2％、琼脂1．5％。麸皮加适量水煮沸20min，纱布

过滤，补足水分。

2．1．5．3种子培养基一麸皮培养基

麸皮100％，按料水比1：0．9加水。

2．2实验方法

2．2．1接种和培养

2,2。1．1制各孢子悬液：把适量种曲加入到适量无菌水中，置摇床上摇

30rain，制成孢子悬液(109cfu／mL)。

2．2．1．2培养：在500mL三角瓶中加入209培养基原料和适量比例的水分，

拌匀，在121℃灭菌30min，冷却后按每瓶2mL孢子悬液接种，搅拌均匀

22
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后，于30℃培养36h，期间翻曲2～3次．

2．2．2木聚糖酶活力的测定

2⋯2 2 1木糖标准曲线的绘制

吸取水2．0mL，加入DNS试剂，沸水浴加热5min，用自来水冷却至

室温，用蒸馏水定容至25．0mL，制成标准空白样。

取25mL具塞刻度试管8支，分别加入10．0ttmol／mL的木糖标准溶液

O．1、0．2、0．3、0．4、0．5、0．6、0．7、0．8mL，加蒸馏水1．9、1．8、1．7、1．6、

1．5、1．4、1．3、1．2mL，加DNS试剂1．5mL，混匀后在沸水浴中加热5min，

取出立即用冷水冷却，用水定容至25mL，摇匀，在540rim下测吸光度A，

以吸光度为纵坐标，木糖的含量为横坐标，绘制标准曲线。

术糖含量Imlol

oontentofxylose

图4术糖的标准曲线

FiS-4 Standard tulle ofxylose

2．2．2．2木聚糖酶活力的测定

a、木聚糖酶活力单位(U)的定义

在温度50"C，pH4．6的条件下，每分钟水解木聚糖生成lltrao!还原糖

(以木糖计)的酶量，即为1个酶活力单位U。

b、粗酶液的制备 ，

每克固态培养物加入50mL pH4．6的醋酸．醋酸钠缓冲溶液，在室温下

浸提lh，离心15rain，上清液即为木聚糖酶粗酶液。

“木聚糖酶活力的测定

《趟絮餐
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取25mL试管，加入1．0mL适当稀释的酶液，加入1．0mL 1％木聚糖

溶液，在50"C的水浴中准确反应30min，取出后立即加入DNS试剂!．5mL，

混匀后在沸水浴中加热5min，取出立即用冷水冷却，用水定容至25mL，

摇匀，测定吸光度A‘(540rim)。

空白样：先加1．5mL DNS试剂，然后加1．0mL适当稀释的酶液及

1．0mL 1％木聚瑭溶液，摇匀，沸水浴中加热5rain，取出立即用冷水冷却，

用水定容至25mL，摇匀，测定吸光度Ack。

AA=氏一A矗，根据AA从标准曲线上查得木糖含量P。

计算：酶活力(U／g)=PXK／30 ． K：稀释倍数。

2．2．3发酵培养基和发酵条件的优化试验

2．2．3．1发酵培养基的优化

(1)碳源的优化

a、用等量麸皮、玉米芯、甘蔗渣、啤酒糟分别作培养基中的单一碳

源，其它组分、培养条件一致，按2．2．I方法进行三角瓶固体发酵实验。

b、选最佳碳源和等量的其它碳源做复合碳源，其它组分、培养条件

保持不变，按2．2．1方法进行三角瓶固体发酵实验，选出最佳复合碳源。

c、选择麸皮和玉米芯作复合碳源，以不同的组分比进行发酵试验，

培养条件保持不变，按2．2．1方法进行三角瓶固体发酵，提取粗酶液测定

酶活力，确定最佳复合碳源的配比。

(2)氮源的优化

a、选定最佳碳源(it皮：玉米芯=1：1)，用不同的有机氮和无机氮作为

单一氮源，添加量为l％(培养基干料)，来考察氮源对产酶的影响。分别

选择(NH4)2S04、尿素、Na．N03、蛋白胨、棉粕、酵母膏作单一氮源，培

养条件按照2．2．1的方法进行实验。

b、考查复合氮源对菌株产酶的影响时，选取氮源酵母膏、蛋白胨、

尿素和(NH4)S04，分别按照l：l的比例进行添加，在上述培养条件下。固

体培养36h后提取粗酶液测定酶活力。

c、氮源的添加量试验是在优化的复合碳源的基础上，对复合氮源的

添加量进行正交试验，然后在上述培养条件下，发酵培养36h后提取粗酶

液测定酶活力．
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(3)KH2P04对菌株产酶的影响

在确定碳氮源的基础上，培养基中添加不同比例的KH2P04(O．1％、

0．2％、0．3％)进行菌株产酶试验。

(4)TW-80对菌株产酶的影响

在确定碳氮源的基础上，向培养基中添加不同比例的TW-80(0．1％、

O．3％、0．5％)进行菌株产酶试验。

(5)培养基料水比对菌株产酶的影响

在优化碳氮源的基础上，按照不同的料水比(培养基干料与盐溶液的

比例)进行菌株产酶试验。料水比水平分别为1：0．8、1：1．0、1：1．2、1：1．4、

1：1．6、l：1．8。

(6)培养基最适初始pH值的确定

在优化碳氮源和确定料水比的基础上，以盐酸或氢氧化钠调节培养基

的初始pH值分别为4．0、5．0、6．0、7．0、8．0、9．0、10．0，固体培养36h

后测定酶活力。

2．2．3．2发酵条件的优化

(1)培养温度对菌株产酶的影响

在优化碳氮源的基础上和确定料水比及培养基初始pH值之后，采用

不同温度(20℃、25℃、30℃、35℃、40'12、45℃)对菌株进行固体发酵

培养，寻求菌株产酶的最佳温度。

(2)最佳接种量的确定

按照上述方法制备孢子悬液，量取不同体积的孢子悬液(O．1mL、

0．2mL、0．4mL、0．6mL、1．0mL、2．0mL、3．OmL、4．0mL)，然后将其无菌

移入灭菌后的培养基接种，在上述条件下培养后测定酶活力。

(3)装料量对产酶的影响

在500mL三角瓶中分别以10、15、20、25、309的装料量，探索装

料量与产酶的关系，其它组分、培养条件不变，发酵后测定酶活力．

(4)培养时间对产酶进程的影响

用优化后的培养基和产酶条件下进行培养时间与产酶进程试验，每隔

16h测定一次培养基中木聚糖酶的活力。
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2．2．4木聚糖酶的酶学性质研究

2．2．4．1木聚糖酶的最适pH值和pH稳定性

最适pH值的测定；采用不同缓冲体系配成一系列浓度为0．2mol／L缓

冲液，pH值范围为2．18～9．0，缓冲体系和pH范围分别为：柠檬酸，柠檬

酸钠缓冲液，pH2．18～4．12；醋酸．醋酸钠缓冲液，pH3．80～5．72；MES

缓冲液，pH5．18～7。10；Tris-HCI缓冲渡，pH7。O～9，0。用以上缓冲渡替

代标准酶活力测定中的pH4．6醋酸．醋酸钠缓冲液，测定酶活力以最大值

为100％。

pH值稳定性的测定：将酶液与前述不同pH值(3．5～7．5)的缓冲液

混合后，保温不同时间后立即冷水冷却，然后按标准方法测定木聚糖酶的

剩余酶活力(用未经处理的酶液作对照)。

2⋯2 4 2最适温度和热稳定性

最适温度：在pH4．6的醋酸．醋酸钠缓冲体系中，反应时间30rain的

条件下，在不同温度下(30～80℃)测定木聚糖酶活力，以最大值为100％。

熟稳定性：酶液在pH4．6的醋酸．醋酸钠缓冲体系中，不同温度下

(30℃～60℃)保温不同时间后立即冰水浴冷却，然后按标准方法测定木

聚糖酶的剩余酶活力(用未经处理的酶液作对照)。

2．2．4．3金属离子和螯合剂(EDlrA)对酶活力的影响

根据上述标准酶活力的测定方法，进行最终浓度为0．1mo]／L金属离

子和螯合剂(EDTA)对酶活力的影响试验。不添加任何金属离子和整合

剂作为对照，以标准方法测定酶活力。金属离子包括；ca2+、Fe抖、Cu2+、

Mn2+、M92+、Ag+、K?、Zn2+、Na+、Fe2+．

2．2．5木聚糖发酵物中糖成分分析

黑曲霉固体发酵物，对照物为高温灭菌培养基，分别称取89和139

加入100mL水，研钵研磨后过滤，溶液待测：取木寡糖产品(含量95％)

lg溶于100mL水中。溶液用毛细管点样5灿，展开、显色。

薄板制作：参考杨景芝，孙衍华(2003)。

显色剂：称取59二苯胺，加10mL苯胺、50mL85％(体积分数)磷

酸混合溶解后，加丙酮稀释至500mL，即得苯胺．二苯胺．磷酸显色剂。

展开剂：冰醋酸：氯仿：95％乙醇(V：V：V)=21：23：15
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用毛细管取各点样液0．5皿，在活化的硅胶板距底边1．5cm水平线上

间隔Icm点样。待点样液被吹干后，进行展开剂的上行展开。展开剂至

前沿时取出，于110℃下烘干，喷显色剂，再于110℃下烘烤lOmin显色。

2．2．6托盘发酵工艺研究

2．2．6．1种曲接种量对托盘发酵酶活的影响

三角瓶培养种曲，按2．5％，5％，7．5％，10％，12，5％，15％比例分别

接种到固体培养基质上，置于托盘上在同条件下进行培养4011，培养过程

中倒盘两次并打碎结团，培养结束后采用五点取样，混合均匀后测定不同

接种量的酶活。

2．2．6．2托盘装科量对酶活的影响

托盘(40X30X4cm)装料量按3009，4009，5009，6009装料，置

于托盘上在相同条件下培养4011，培养过程中倒盘两次并打碎结团，培养

结束后采用五点取样，混合均匀后测定不同装料量的酶活。

2．2．63托盘水分对酶活的影响

(1)料水比对托盘产酶的影响

按照料水比1：1．2，1：1．4。1：1．6，h1．8，分别制作培养基质，置于托

盘上在相同条件下培养40h，培养过程中倒盘两次并打碎结团，培养结束

后采用五点取样，混合均匀后测定不同含水量的酶活。

(2)不同时期补水对酶活的影响

在不同料水比的基础上进行托盘发酵的全期和不同时期补水，全期补

水采用双层纱布覆盖，纱布一端浸入水中，不同时期补水采用喷水方式，

使基质表面保持湿润。培养过程倒盘并打碎结团，培养40h结束测定酶活。

2⋯2 64托盘发酵产酶曲线

在前期研究基础上进行托盘发酵产酶曲线研究，从16h开始每隔4h

取样测定酶活，绘制酶活曲线。

2．2．6．5不同烘干温度对酶活的影响

木聚糖酶固态培养物分别在40℃，50℃，60℃，70℃，80℃，90℃

进行烘干，至水分10％～14％结束，分别取样测定烘干前后酶活损失情况。

2．2．6．6木聚糖酶耐热性试验

水分10％左右的木聚糖酶分别在40℃，50℃，60℃。70℃，80℃、
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90℃，100T烘箱中于热处理lh，测定处理前后酶活保存情况。

2．2．7中试生产工艺研究

2．2．7．1中试生产工艺流程图

在前期研究基础上，采用种曲机结合曲架匾盘进行固态发酵试验，种

曲机为宝来利来公司自制常压容器，可通蒸气，带有旋转装置。工艺流程

如图3。

I

I

}-⋯⋯一
I
I

图3固态发酵中试生产流程图

Fig．3 Flowchart ofpilot-scale production in solid·state fermatation

2．2．7．2配方与工艺参数

原料配方：以麸皮和玉米芯粉(1：1)作为复合碳源，(NH4)2S04(2％)

翠牵
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和尿素(3％)作复合氮源，pH7．0，料水比1：1．4，种曲机装料量200kg～

240kg·

原料灭菌：种曲机内通入100℃蒸气，常压下灭菌1．5h。

接种培养：灭菌原料冷却至3512，按接种量O．5％接入孢子数45亿／g

的固体种曲，30℃保温通风培养，调节转速以打碎结团物料，培养40h结

束后多点取样测定酶活。

2．2．8饲喂动物实验

2．2．8．1饲喂动物日粮中添加的酶

木聚糖酶样品：黑曲霉C-2固体发酵后制得。

商品复合酶：广东某酶制剂公司采用液体发酵方式生产单一酶后进行

复配的产品，市场购买，实验室测定木聚糖酶活力5ssou／g，纤维素酶

2421U／g·

2．2。8．2试验动物与试验设计

购买同批的杜×长X大三元杂保育出栏小猪20头，根据体重及性别

比例相近的原则，将小猪分为A、B、C三个组：A组为对照组，4头，

不设重复；B、C组为试验组，各设2个重复，每个重复4头；A照组饲

嚷常规玉米．豆孝自型日粮，不添加任何酶制剂，B组在A组基础日粮的基

础上按O．1％添加木聚糖酶样品，C组在A组基础日粮的基础上添加O．1％

商品复合酶。试验猪处理及分组情况详见表3．

表3试验猪分组处理情况

Table 3 Groups ofpigs in experiment

2．2．83试验场

宝来利来动物试验场。

2．2．8．4试验时间
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试验期从2006年8月23日至2006年9月29日，共37天，其中预

试期7天，正试期30天。

2．2．8．5试验饲粮

预混料：自行设计，在宝来利来饲料公司生产，各组所用预混料均相

同。

基础日粮配方及营养水平(见表4)：试验日粮均经80℃～90℃高温

制粒，各试验组日粮指标检验见表5。

表4试验猪日粮配方(％)

Table 4 Meal diet content ofpigs in experiment(％)

粗蛋白(％)

钙(％)

磷(％)

木聚糖酶活(U／g)

17．50

0．96

0．53

17．62

0．97

O．52

2677

16．96

0．98

0．50

1929

2．2．8．6饲养管理

a、人工投料、自由采食、自由饮水，按常规进行免疫接种和驱虫；专人

管理，各组均给予相同的饲养管理和环境条件。

b、每天记录各重复组投料量，并称该组余料量。观察记录每天试验猪采
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食、粪便及活动情况。

c、测试指标及测定方法

增重和日增重：试验开始和结束时，以头为单位对试验猪进行全群称

重，称重前6h停食。

腹泻率：每天记录各组腹泻猪头数，统计试验期间各组腹泻率。

每天统计耗料：试验结束时应回收剩料称重，耗料量=投料量一剩料

量。以重复组为单位，计算其平均体重、增重、日增重、料肉比等指标．

d、综合经济效益分析：以增重、饲料成本为指标，进行经济效益分析。
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3结果与分析

3．1固体发酵培养基和发酵条件的优化

高效生产木聚糖酶的关键因素是选择合适的诱导底物和最适的培养

基组成，因此，为了深入了解菌株在固体发酵条件下的产酶情况，本研究

针对影响菌株生长和木聚糖酶合成的因素，包括碳源、氮源、料水比、培

养温度等发酵条件进行了探讨。

3．1．1发酵培养基的优化

3⋯111碳源的优化
由于木聚糖酶是诱导酶。在微生物的产酶过程中，碳源不仅充当着微

生物生长代谢的能源，而且也是木聚糖酶合成和分泌至关重要的诱导物。

因此，碳源的种类和性质直接影响微生物木聚糖酶的分泌和产量。

表6碳源对菌株产酶的影响

Table 6 Effect ofcarbon sources on xylanase production

注：+．一般；++：好；卅：较好

采用麸皮、玉米芯粉、甘蔗渣、啤酒糟作为单一碳源进行菌株的产酶

试验，结果表明(表6)，麸皮作为单一碳源菌株产酶量显著高于其它碳

源，其次是玉米芯粉，而其它几种碳源，即甘蔗渣和啤酒糟作菌株产酶的

单一碳源时，活力水平与麸皮相比都较低．在实验过程中，通过观察固体

培养基发现，麸皮作单一碳源时，发酵26h左右即能在培养基的固体颗粒

表面观察到白色的菌丝体，随着发酵时间的增加，白色菌丝体也随之增多，

到40h左右，白色菌丝体消失并产生黑色孢子。而其它的碳源或者难以观

察到菌丝体，或者观察到的菌丝体较为稀疏，这就表明菌株在麸皮培养基
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上生长情况较好。

由于麸皮的成本相对于其它的几种碳源原料稍高一些，为降低酶制剂

工业的生产成本，考虑在单一的麸皮碳源中添加其它成分，进行复合碳源

的发酵。表7是添加等量的其它碳源进行复合碳源的试验结果。

表7复合碳源对菌株产酶的影响

Table 7 Effect ofcomplex carbon SOUlrceS Oilxyl瑚e production

复合碳源组分比

CHboil sooroe

木聚耱酶活力(U／g)

Xyl∽se activity

麸皮：玉米芯(1：1)

麸皮：甘蔗渣(1：1)

麸皮：啤酒糟(1：1)

291l

2531

2837

本试验采用麸皮和玉米芯作复合碳源进行发酵实验，表8是添加不同

含量的玉米芯粉进行复合碳源试验的结果。以适当比例添加玉米芯粉有利

于菌株的产酶：当复合碳源(麸皮：玉米芯粉)组分比为8：2时，其产酶量

与单一的麸皮碳源相当，当组分比调整至5：5时，酶活力产生较大增幅，

增幅为菌株以麸皮作为单一碳源时产酶量的69％；继续增加玉米芯粉的量

不能使产酶量增加。原因可能在于：在麸皮培养基中适量添加玉米芯粉，

改善了固体培养基质的通气及散热条件，较利于菌株的生长和木聚糖酶的

合成，但当玉米芯粉的量增力珏而麸皮的量减少时，麸皮中所含有的宣于菌

株利用的生长因子的量随之减少，从而导致菌株产酶量大幅降低。

表8复合碳源组分比对菌株产酶的影响

Table 8 Effect ofratio ofcomplex carbon sourcesOn xylanase production

复合碳源(麸皮：玉米芯粉)组分比

Carbol'source

木聚糖酶活力(U／g)

Xylan擞activity

8：2

6：4

5：5

4：6

2：8

1216

1995

290口

1232

l104
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3．1．1．2氮源对菌株产酶的影响

木聚糖的合成同时受酶诱导物和酶蛋白质前体的调控，酶诱导物主要

是可科用的碳源，雨酶蛋白质韵前体主要来自于氮源，因此氮源和碳源一

样，其类型和性质都会影响酶的合成和分泌。以复合碳源(麸皮：玉米芯

粉)1：1作培养基，分别添加(NH4)2s04、尿素、NaN03、蛋白胨，棉粕、

酵母膏等无机和有机氮源(添加量均为培养基干料的I％)进行试验。结

果如表9所示．从实验结果来看，总体上，有机氮源比无机氮源利于菌株

合成和分泌木聚糖酶，此结果与Hop(Hop，1995)等的研究结论相一致。

但蔡敬民(1997)报道，无机氮对菌株的产酶也有较大的提高。

表9氮源对菌株产酶的影响

Table 9 Effect ofnitrogen SOtlltfS Oil xylanase production

氮源

Nitrongen sour∞

木聚糖酶活力(U／g)

Xylarme activity

(NH4)2S04

NaN03

尿素

蛋自胨

酵母膏

343l

3017

3314

3552

3447

选取几种氮源按照l：l的比例作为复合氮源(添加量均为培养基干料

的1％)，来考查其对菌株产酶的影响。结果(表10)表明，(NH4)2s04和

尿素作为复合氦源时，对木聚糖酶的合成有更大的促进作用，最高酶活力

增加了50％左右．在发酵过程中观察培养基的变化，在(NH4)2S04和尿素

复合氮源培养基的表面，相比其它几种复合氮源，菌丝体更为茂密，并且

发酵后期所产生孢子体的量也较多。
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表lO复合氦源对菌株产酶的影响

Table 10 Effect ofcomplexnitrogen SOtlm,y3 oll xylanase production

氨源

Nitrongen sourcⅪ

木聚塘酶活力(u／g)

Xylanase activity

OIH4)2So脲素
0qH也s0VNaNQ

蛋白胨，酵母膏

蛋白胨，尿素

4920

4614

4512

4085

以复合碳源(麸皮：玉米芯粉)I：1作培养基，以04H4)2S04和尿素作

为复合氮源，对(N】}14)2S04和尿素的添加量进行二因素，三水平的正交实

验，以获得最佳配比。试验安排和试验结果如表ll所示。

从研究结果(表12)可看出，在适宜的碳氮源条件下，菌株的木聚

糖酶产量增幅很大，说明菌株采用固体发酵方法产酶能力相当强。Leathers

(1986)等发现在液体发酵过程中，影响菌株酶产量的因素是代谢产物的

抑制，也就是说培养基中还原糖的积累对菌株合成和分泌木聚糖酶有抑制

作用；Daniela(2001)等的研究表明，在以麸皮作为曲霉菌(Aspergillus

tamarii)固体发酵的诱导物时，能够消除菌株合成木聚糖酶的产物抑制，

其原因可能是多种因素的协同作用，包括在固体培养基中较低的水分活度

使缛其中的各组分的扩散速度变缓，扩散强度变弱，从而消除了产物抑制

作用。

表ll因素水平设置表

1曲le ll Factors and level set

35
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3,1．1．3 KH2P04对菌株产酶的影响

在培养基中添加不同浓度的KH2P04，其它条件不变，进行产酶试验，

结果如图5所示·
．

0 0．I o．2 0．3 0A 0．5

KHzPO,(喻

图5 KI-12P04对产酶的影响

Fig．5 EffectofKH2P040ntheproductionofxylanase
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试验结果(图5)表明：O．1％KH2P04为最适添加量，大于O．3％后对

产酶产生抑制作用，这可能与高浓度的磷酸盐对菌体的生长有抑制作用有

关(熊宗贵，1995)．

3⋯1 1 4添加TW-80对菌株产酶影响

TW-80是常用在发酵基质中的表面活性剂，研究认为，它可以强化基

质的传质传氧，提高细胞膜的通透性，使酶易于向胞外分泌，在培养基中

添加O．1％～O．5％的TW-80进行发酵试验，结果(图6)表明，添加O．3％

左右的TW-80能提高酶的产量。

砉鲁
菲

9400

9300

9：啪

9100

9∞O

O o．10％0．30％0．50％

TW-$0含量
content ofTW-80

圈6 TW-80对菌株产酶的影响

F嘻6 Effect ofTW-80on xylanase production

3⋯1 1 5培养基料水比对菌株产酶的影响

在固体发酵过程中，培养基的初始水分含量是影响菌株产酶的关键因

素之一。在优化了碳氮源的基础上，考查培养基的料水比对菌株产酶的影

响。结果如图7所示。结果表明，培养基料水比对菌株产酶有较大影响：

当料水比为I：IA～I：I．8时，产酶量变化不明显。但是料水比1：1．4时，生

长情况较好，菌丝体生长均匀。继续增大料水比，产酶降低。含水量过低，

导致孢子萌发延长，影响菌丝体的生长周期，产酶量降低；含水量过高，

会造成培养基内溶氧不足，发酵不彻底，培养基利用率下降，从而影响酶
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的产量。

Ges∞s∞(1999)等在对一株细菌Bacillus sp．A-009进行固体发酵培

养时，得到的结论是当料水比为l：l获得了最大的木聚糖酶产量。而Beg

(2000)等用麸皮作为碳源研究链霉菌Streptomycessp．QG-11．3的固体发

酵时，得到最佳产酶的料水比为1：3。尽管Roussos(1991)等提出在真菌

的圆体发酵中，较高的湿度利于提高酶的产量，Kalogeris(1998)等在对

真菌Thermoascusaurantiacus的研究中也得到了相同的结论(料水比为1：4

和l：5时酶产量最大)，但可能由于不同菌株生长和产酶特性的不同，作

为影响其生长关键因素的料水比也会相应的产生变化．

0．S l 1．2 1．4 1．6 1．8

料水比I：X
culture to mineral solution ratiol：X

图7培养基科水比对菌株产酶的影响

Fig．7 Effect ofcarbon sour∞to mineral solution ratio On xylanase production

3⋯1 1 6培养基初始pH值对菌株产酶的影响

将固态产酶培养基的初始pH调至不同进行发酵试验，试验结果如图

8所示。试验结果表明，当培养基初始pH7．0时，菌株产酶量最高；当培

养基初始pH4．0对，菌株产酶量为pH7．0时的94．9％；当培养基初始pH

增至6．0时，菌株产酶量有小幅增加，为pH7．0时的97．5％。培养基的初

始pH值继续升高至偏碱性时，菌株的产酶量不再增加，出现明显下降：

培养基初始pH8．0的产酶量是pH7．0的74．9％。当培养基的初始pH值升

38
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至碱性时，菌株的产酶量大tgT降．-培养基初始pr00．0酶产量与pH7．0

相比下降了30．8％。此结果说明在中性偏酸的培养基条件下更利于菌株合

成和分泌木聚糖酶。

初始pH
lnltial pH

图8培养基初始pH值对菌株产酶的影响

Fig．8 Effect ofinitial culture pH value on xylanese production

分析以上结果，可以认为培养基的初始pH值主要是通过影响菌株的

生长从而最终影响到菌株合成和分泌木聚糖酶。由于只有在适宜的培养基

条件下，孢子体正常萌发，菌丝体正常生长，菌株才能够大量合成和分泌

木聚糖酶，否则菌丝体的生长繁殖受到影响，从而导致酶产量的下降。在

发酵过程中通过观察培养基的变化情况，也能够大致分析菌株的生长状

态。在中性偏酸的培养基颗粒表面，白色绒毛状的菌丝体出现时间相比偏

碱性的培养基早，且更为茂密，另外在发酵后期产生的黑色孢子体的量也

较多。

3．1．2发酵条件的优化

3．1．2．1装料量对酶活的影响

关于单位空间载曲量的研究少有报道，其原因是该参数受干扰的因素

太多。但其关键控制点还是科曲的温度(王春林，2004)。根据生产实践

I一■■I一■■■■一■■■●■I一●■■■●■■■一■■■■●I一—■■■■I
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和已有的研究结果表明，影响该参数的因素主要有：菌种的生长代谢性能

(主要是产熟性能)、空气温度和相对湿度、料曲的透气性。

将不同重量的料曲装入500mL三角瓶中，接种后在同一条件下培养，

测定装料量(以干基计算)和发酵酶活的关系。由图11可以看出，装料

量在209时，酶活力达到最高，随着装料量的加大，酶活迅速降低。

蚤

蠢
×

8500

7500

5500

4500

10 15 20 25 30

装料量(g)
Culture load(g)

图9装料量对产酶的影响

F培9 Effect ofculture load or／'叫ana∞production

实验结果说明：适当的装料量对酶活的提高有一定的作用。装料量太

多，培养基内空气的流通性差，从而影响菌丝体的生长，导致产酶的下降。

3．1．2．2接种量对菌株产酶的影响

在优化碳源和氮源的基础上，采用不两的接种量接种，来考察接种量

对菌株产酶的影响。孢子悬液的孢子数为109cfu／mL，通过在每瓶发酵培

养基中接种不同体积的孢子悬液来进行产酶试验，结果如图10所示。实

验结果显示，采用2．0mL孢子悬液(109cfu／mL)接种较为适合菌株木聚

糖酶的生产。按种量过低，则菌丝体生物量增长缓慢，产酶周期延长；接

种量过高，则菌株生长过快而不利于木聚糖酶的合成，导致产酶量降低。

40
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80∞

70∞

掣
亏6000
蜒

15000

0．1 0．2 0．4 0．6 l 2 3 4

接种量(mL)

Inoculant volume(nlL)

图lO接种量对菌株产酶的影响

F皓10 Effect ofinoculum level On xylanase production

3．1．23培养温度对菌株产酶的影响

在优化碳源和氮源的基础上，调节培养基的初始pH值至最适，采用

不同温度对菌株进行发酵培养，结果如图9所示。由图9可知，本实验条

件下，在30"C时菌株木聚糖酶的产量达到最高。另外该菌在35℃发酵也

能得到较高的酶活力，而在20℃和45℃条件下培养该菌株仅能得到最高

酶活力的44．7％和67．1％．培养温度过高和过低，均会影响孢子的萌发和

菌株的生长。培养温度过低，则菌株生长缓慢，发酵周期延长，因而产酶

量低；培养温度过高，菌株生长速度加快，菌丝体容易老化，孢子体较快

形成，不利于木聚糖酶的合成与分泌，则木聚糖酶产量下降．

4l
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培养温度(℃)

图11培养温度对菌株产酶的影响

Fig．1l伯e effect oftemperature on xylanase production

3．1．2．4产酶曲线

图12是菌株在固体发酵培养条件下的产酶曲线。菌株在优化的发酵

条件下。发酵24h能检测到少量的木聚糖酶，30h后酶量开始明显增加，

发酵42h产酶量达到最高：木聚糖酶活力高达10068U／g，然后酶活力逐

渐下降。因此在木聚糖酶的实际生产中，应根据菌株产酶进程中的这种规

律，控制好结束发酵收获酶制剂的最佳时机，在酶产量已达到最高还未开

始下降时结束发酵，提取酶液．从产酶曲线可以看出，发酵各阶段菌株的

木聚糖酶的合成与分泌并不均衡：发酵24h菌株所产的木聚糖酶仅占其总

酶量的49％，而在随后的18h内，菌株合成并分泌了其总酶量的51％，

说明菌株的发酵后期是产酶的高峰期。

鲁》鼍8§一h)(



山东农业大学磺士学位论文
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发酵时间(h)
Fermentation time Oh)

图12产酶曲线

Fig．12 Tune course profile in the production ofxylanase

3．2木聚糖酶的酶学性质研究

微生物产生的木聚糖酶存在着多样性：一方面，微生物常常产生不止

一种类型的木聚糖酶，另一方面，其木聚糖酶的特性也存在差异。根据木

聚糖酶催化区的氨基酸的同源性和催化特性，木聚糖酶大致可分为F／10

和G／11(Bernard，1991)。不同族的木聚糖酶性质明显不同，即使同一族

的木聚糖酶，尽管它们的催化区域具有较高的同源性，但由于其来源的不

同，其最适反应条件、各种化学物质对酶活力的影响也不尽相同。木聚糖

酶的多样性决定了了解其性质的重要性。

本研究主要讨论了固体发酵后的木聚糖酶的最适，pH值和pH稳定性、

最适温度和温度稳定性、以及一些化学物质对酶活力的影响．

3．2．1最适pH值和pH稳定性

反应体系的pH值对酶反应的影响是多方面的。pH值通过影响酶蛋

白的构象以及酶与底物的荷点性质，从而影响酶的活性部位与底物的接近

和结合。酶分子要表现出活性，其活性部位的有关基团都必须选取一定的

解离状态，其中任何一种基团的解离状态发生变化将使酶从活性状态转入
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非活性状态；反之亦然。因此，作为一种两性电解质，酶在不同的pH值

条件下其分子的活性基团会以不同的解离状态存在，通常只有一种解离状

态最适合酶促反应的进行。此外，pH值还会影响酶的稳定性，极端的pH

值条件还会引起酶的不可逆交性。
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图13 oH值对酶话力的影响

Fig．13 EffeCt ofpH value鲫xylanase activity

考虑到缓冲溶液的缓冲能力及对酶蛋自的影响，在试验中采用不同pH

值的缓冲溶液来配制反应体系。在50．c条件下用常规方法测定酶的掘对

活力。不同pH值对酶活力的影响如图13所示。结果表明在不同pH值的

缓冲液条件下，该酶的活力变化较大：其最适反应pH值为4．4～4．8。

在3012条件下酶的pH稳定性如图14所示。酶在试验采用的pH4．5～

7，5范围内、处理不同时间(1h～611)的条件下表现出了优良的稳定性，

由此说明，该酶具有较强的耐酸性能，非常适合应用于饲料工业。

o‘)扫I^一p譬韭^I苗百国
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图14 pH值对酶稳定性的影响

F嘻14 Effect ofpH value 0II lhe stability ofxylanase

—-一pH4j

—●一p}15．5

*pH6．5
—÷卜pH7．5

3．2．2最适温度和热稳定性

温度对木聚糖酶的影响同样是多方面的。在较低的温度范围内，酶的

活力随温度的升高而提高．随着温度的进一步提高，酶蛋白的构象及参与

酶促反应的功能基团的解离状态、酶与底物的亲和力等都将改变，酶分子

所表现出的活性就发生变化。在更高温度条件下酶蛋白的构象会发生重大

变化而发生热变性，即酶蛋白将丧失活性。温度既能改变酶反应本身的速

度，也能导致酶蛋白变性失活：即酶催化反应速度和酶失活的速度随温度

的升高而同时提高。由于任何一种反应都是在一定温度下进行的，温度的

这两种效应都会发挥作用。这两种效应的综合结果，就是酶的“最适温度”。

该酶的最适反应温度如图15所示．在不同温度条件下测定该木聚糖

酶的活力，结果显示酶反应的最适温度为50℃。实验发现酶的活力受反

应温度的影响较大：酶在40"0时表现出72％的酶活力；当酶的反应温度

升高至45℃和55℃时，酶活力明显增加，活力水平为81％和95％；当酶

的反应温度继续升高至70℃时，酶活力下降很快，仅表现出约34％的酶

活力。

-e扫I^召口_o^l苗一若
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图15温度对酶活力的影响

Fig 15 Effect oftemperature on actlvity ofxylanase
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保温6h来考查该酶的温度稳定性，结果如图16所示。从图16可以看出，

该酶在30℃时相当稳定，保温4h后酶活力酶活力仍有95％以上，酶活力

基本上未受影响；在40℃保温4h后残余酶活力在890,6以上，表明该酶在

40'C条件下也较为稳定。

3．2．3金属离子和螯合剂(ED．IA)对酶活力的影响

在最终浓度为lmmol／L的金属离子和EDTA存在于反应体系中的情

况下，酶活力的变化情况见图17，试验中采用的大多数金属离子都对酶

活力有一定的影响，但影响程度都不大，此结果与筱丹丹对木聚糖酶粗酶

性质的研究结果一致(筱丹丹，2004)．金属阳离子鳌合剂EDTA和Zn2+

对酶活力几乎没有什么影响。其中，Cu2+、M矿和N矿三种金属阳离子对
酶反应有促进作用，可分别提高酶相对酶活力至对照的109％、115％和

1 190,6；Ca2+、Fe3+，Mn2+、Ag+、K+和Fc2+，这几种金属阳离子对酶反应

有抑制作用，可分别抑制酶的相对酶活力至对照的87％、92％、56％、90n,6、

93％和88％。在对酶活力有抑制作用的金属阳离子中，Mn2+对酶反应所产

生的抑制作用最强烈：近一半的酶活力丧失，其原因可能是该金属离子影

响了酶蛋白分子中的-SH，从而改变了酶分子的构象及活性部位，导致酶

活性的丧失。酶蛋白的稳定性除了受蛋白本身性质的影响之外，酶溶液中

可溶性蛋白的种类与含量都有可能影响其稳定性。因此，同一株菌所产的

木聚糖酶的稳定性由于研究者的不同而得出不同的结果(Lischnig T，

1993：Gomes J，1993)。
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图17金属离子和EDTA对酶活力的影响

Fig．17 Effect ofmental ions and EDTA on xylanase activity

3．2．4木聚糖酶发酵物抽提液中的寡糖组分

发酵物1和发酵物2为黑曲霉固体发酵物，对照物为高温灭菌培养基，

分别称取89和139加入100mL水，研钵研磨后过滤，溶液待测；取木寡

糖产品(含量95％)lg溶于100mL水中．溶液用毛细管点样5儿，展开、
显色(图18)。结果发现发酵产物中木寡糖含量较高，组分与木寡糖产品

相似，可以预见发酵产物可能具有木寡糖的益生作用。每个样品的木寡糖

组成并不一致，可能是由于木聚糖酶系中酶的组成差异导致的结果。
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图18木聚糖酶发酵物抽提液寡糖组分

F嘻18 Ofigoxylose in centrifugation liquid ofxylanase culture

3．3托盘发酵工艺研究

3．3．1种曲接种量对托盘发酵酶活的影响

三角瓶固体种子经血球计数板计数孢子数为30亿～50亿，在不同接

种量情况下的酶活变化见图19。可以看出在接种量O．25％酶活最低，与其

他组呈现较大差别，实验观察也发现菌丝生长较慢，0．5％～O．75％即可以

达到较高酶活，而l％以上的接种量对提高酶活没有显著的影响，因此固

体种子接种量以0．5％～O．75％为宜，而且可以节约种曲用量。
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图19不同固态种子接种量对产酶的影响

Fig．19 Effect ofsolid inoculant weight 011 xylanase production

3．3．2托盘装料量对酶活的影响
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图20不同装料量对酶的影响

Fig．20 Effect ofculture load On)叮l柚a辩production
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不同装料量会影响发酵料的透气性，进而会影响菌丝生长，过高的装

料量会导致菌丝生长受阻，酶活下降，装料量对酶活的影响见图20。从

图中可以看出每个托盘装料3009或4009，厚度约3cm～4cm，通气性较

好，酶活达到6300U／g以上，相比而言装料5009和6009酶活都低于

5000U／g，装料量的多少呈现出了较大差别，而且在6009装料量托盘进行

倒盘时发现基质内部菌丝生长受阻现象。

3．3．3托盘发酵水分对菌株产酶的影响

3．33．1料水比对托盘产酶的影响

不同料水比对托盘发酵木聚糖酶有显著的影响，见图2l。从图中可

以看出料水比1：1．6和l：1．8都出现了较高酶活，与三角瓶最适料水比1：1．4

相比有差异，其原因是在发酵过程中物料由于开放和受热导致水分散失，

从而出现了与三角瓶不一致的结果。

芋
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料水比l：X

Ratioofculturetomineral solution

图2l不同料水比对酶活的影响

Fig．21 Effect ofculture to mineral solution ratio On xylanase production

33．3．2不同时期补水对酶活的影响

托盘开放式培养容易导致水分散失，从而影响酶活，因此采用补水方

式进行弥补：一种方式是料层双层纱布覆盖，一端浸入水中，保持物料的

水分；另一种方式采用喷洒补水的方式，在发热导致水分散失时进行补水。
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通过与料水比1：1．6对照组进行比较，结果如表13。

表13不同补水方式对发酵的影响

Table 13 Effect ofwater suplementon solid fermentation

从表13中可以看出补水方式对菌丝生长具有良好的促进作用，纱布

补水由于补水量大物料最湿润，不易干结，而对照组由于缺水干结较重，

喷洒补水方式菌丝生长和干结情况均适中，而且得到了最高酶活，是比较

好的补水方式。
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图22托盘发酵产酶曲线

Fig，22 Tune e．our∞profile in the production ofxylanase

3．3．4托盘发酵产酶曲线

对托盘发酵过程的产酶曲线进行试验，每隔4h取样放入冰箱，每24h

检测所取样品酶活，绘制曲线如图22。

从图22中可以看出酶活高峰出现在40h左右，继续延长发酵周期，

^_，nv复^I喜著聃I良
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酶活并无明显变化。而最高酶活出现在60h，但此时菌丝已经生出大量孢

子，在物料粉碎时孢子容易飞散而污染环境，并对工作人员呼吸道有潜在

的危害，因此从安全性和经济性考虑，选择36h～40h结束培养过程。

3．3．5干燥温度对酶活的影响

木聚糖酶固态培养物分别在40℃、50℃、60℃、70℃、80℃、90℃

进行烘干，烘干过程进行通风，物料水分至10％～14％时结束，烘干前后

酶活损失情况见图23．物料培养结束水分含量处于40％左右，在低温(50℃

以下)条件下烘干约需要3h多，高温(8012以上)条件下烘干仅需1h，

虽然高温能够缩短烘干时间，但是对酶活的损害也是非常明显的，因此综

合考虑通风烘干温度应在60℃左右，即可以较好的保存酶活性，也可以

减少能量消耗。

40 卯 ∞ 70 ∞ ∞

干燥温度(℃)

Temperature(℃)

图23干燥温度对酶活的影响

Fig．23 Effect ofdry temperature on xylanase actitity

D损失率

●保存率

3．3．6木聚糖酶耐热性研究

取水分10％左右的木聚糖酶培养物分别置40℃，50℃，6012，70℃，

80℃，90"C，100℃烘箱中干热处理lh，处理前后酶活保存情况如图24。
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图24处理温度对酶活的影响

Fig．24 Effect ofdiferent temperature on xylanase activity
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从图24中可以看出固态发酵物具有良好的抗热性，即使在100℃高

温条件下处理lh保存率仍然达到70％以上．与干燥损失相比水分较低的

物料更耐热，与湿热条件相比酶活稳定性要商很多，其原因与水分活度有

关，因此即使在颗粒饲料高温制粒(80℃～90℃，10rain)过程中木聚糖

酶的活性损失也不大。

3．4中试工艺研究

在前期研究基础上，采用匾盘发酵和种曲机发酵试验，原料均采用种

曲机灭菌，一种方式冷却后接种并搅拌均匀后出料，转到曲房上架进行发

酵。另一种方式在种曲机内发酵，种曲机从第20h调节最大通风量，调节

转速以打碎结团物料。两种方式均发酵40h。测定酶活。

种曲机在培养过程中发现物料菌丝生长非常不一致，而且仍然存在结

团现象，部分团块内部呈现烧曲现象，检测团块内部样品木聚糖酶活低于

300U／g，菌丝生长良好的样品酶活达到3622U／g，生长产酶效果不理想。

而匾盘发酵方式则出现了菌丝生长缓慢而且大面积杂菌(主要是芽孢菌、

青霉和毛霉)污染情况，经检测酶活高低不一，平均为4234U／g。出现这

种情况主要原因是原料常压灭菌不能完全杀灭芽孢和真菌孢子，而且在菌



山东农业大学磺士学位论文

丝生长初期温度等条件控制不好，后期水分有散失过多而导致生长不良而

影响了最终的酶活力。

分析种曲机发酵结果，主要存在以下几点不足：一是种曲机转速低，

物料混合存在死角，因此在菌丝快速生长时期不能有效解决结团问题；二

是通风量小，在菌丝生长产热时期不能快速有效降低物料温度。以上两点

是造成结团烧曲现象的根源，因此再进行第二批试验时进行了工艺改进，

从第16h给于最大通风量，并于24h出曲，转入曲房匾盘，装料3kg左右，

厚度5cm～Scra，在架子上进行后序发酵。另外，由于曲房不如种曲机保

湿效果好，因此采用喷洒方式补水，喷水量视物料干结情况而定，培养过

程进行翻曲，经过40h培养结束，此时菌丝生长已经达到最大值，而且尚

未形成孢予，经检查没有出现烧曲现象，菌丝生长良好而且均匀，没有杂

菌污染现象，多点取样实验室检测，最终酶活高达7461U／g。比较三批发

酵试验，第三种种曲机+匾盘方式能够有效避免初期菌丝生长缓慢和杂菌

污染现象，而后期转入曲房后又能解决物料降温、通风问题，从而避免了

烧曲现象的发生，这种方式取得了非常好的效果，三种方式的比较见表

14．

表14三种发酵工艺的比较

Table 14 comparation ofthree fermentation process
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3．5动物试验结果与分析

3．5．1试验猪只体重和增均日增重

表15各试验组猪只体重及增重

Tablel5 Effect ofxylanase addation on pigs’weight in experiment

表15是各处理组猪只体重、净增重和平均日增重。在试验初期，各

组猪只体重差异均不显著(P>O．05)．试验期间A组、B组、c组日增重

分别为：5819，6509，6049，添加木聚糖酶样品的试验B组平均日增重

比对照组提高11．88％，添加商品复合酶的试验C组平均日增重比对照组

提高3．96％，经分析各组差异均不显著(P>o．05)。

3．5．2试验猪只耗料及饲料转化率

表16各试验组猪只的料肉比情况

Table 16 Production performance ofpigs

由表16可知，试验期间各组耗料相差甚小；A、B、C组料肉比分别

为2．38、2．17、2．20，试验B组、试验C组饲料报酬均优于对照组，但差

异不显著(P>O．05)。

3．5．3试验期间小猪腹泻情况
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腹泻率=腹泻头日数与总头日数之比

由表17可知，试验期间腹泻率表现为对照组最多，试验C组其次，

试验B组最少．

3．5．4综合效益分析

通过表18可以看出，添加木聚糖酶制剂和复合酶都增加饲料成本：

木聚糖酶样品试验组耗料增加。而商品复合酶组耗料呈现下降趋势；增重

较对照组都有提高，其中木聚糖酶样品试验组增重提高幅度最大，为

11．8％；通过计算料肉比发现。木聚糖酶样品和商品复合酶都能降低料肉

比，下降幅度分别达到8．8％和7．6％；综合经济效益木聚糖酶样品可以降

低公斤增重成本8．5％，商品复合酶则为6．6％：通过综合分析，可以看出

木聚糖酶制剂能够显著提高增重，降低科肉比，经济效益显著。

表18综合效益分析

Table 18 Analysis ofoverall benifits
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4讨论

4．1发酵培养基和发酵条件的优化

麸皮作为单一碳源时菌株产酶量显著高于其它单一碳源，菌株在麸皮

和玉米芯粉的复合碳源的培养基上，所产的木聚糖酶量有较大幅度的提

高，很多研究者的研究结果也表明了这一点(陈红歌，2002)。无机氮源

和有机氮源对于菌株合成和分泌木聚糖酶的影响没有较显著的差别，尿素

(张年凤，2003)和(NI-14hS04也较为宜于菌株的产酶，而且也利于降低

生产成本。但也有的研究结果与之相反(张建新，2003)。优化碳氮源的

种类和比例对提高木聚稽酶活力有非常显著的影响。

适当水分含量的培养基不仅对菌株的生长至关重要，而且是木聚糖酶

合成的关键因素。装料量过多或过少，会影响发酵培养基内部空气的流通，

进而影响到孢子的萌发和菌株的生长，最终影响菌株合成和分泌木聚糖

酶。培养温度过高和过低，均会影响孢子的萌发和菌株的生长，进而影响

菌株合成和分泌木聚糖酶。培养基的初始pI-I值对木聚糖酶的合成有重要

影响，它不仅影响细胞膜表面所带的电荷，从而引起细胞对营养物质吸收

状况的变化，改变某些化合物分子进入细胞的状况，从而促进或抑制微生

物的生长(洪枫，1999)。接种量对菌株的产酶有一定的影响。实验结果

表明，采用2．0mL孢子悬液(Z09cfu／mL)接种较为合适，接种量过高或

过低均导致菌栋产酶量降低。

4．2酶活特性研究

该木聚糖酶最适反应pH值为4．4～4．8，酶的最适反应温度为50"C～

55℃，在30℃～40℃时相当稳定，这与郭建栋(2004)、陈红歌等(2002)

对黑曲霉木聚糖酶的研究结果相一致；金属阳离子和鳌合剂EDTA对木聚

糖酶活力的影响，不同研究者得出的结论存在着一定的差异(赵玉蓉，

2005：陈红歌，2002；筱丹丹，2004：罗晓风，2005)。这主要是因为所

研究的木聚稽酶的来源不同。但都认为Mn2+对酶反应有强烈的抑制作用。

发酵物含有较高含量的可溶性木寡糖，所以木聚糖酶发酵物具有低聚

糖一样的益生作用。
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4．3托盘发酵研究

4．3．1托盘小试工艺条件优化

固态种曲接种量不应低于O．5％，培养基的装料量及堆放厚度对托盘

固态发酵来说是个重要因素，关系到溶氧量、生产规模、杂菌污染等问题。

试验结果表明，培养基堆积3cm～4cm厚度对生产木聚糖酶是最有利的，

张建新等(2003)的研究结果也与此相一致。由于培养过程水分散失的缘

故，托盘料水比与三角瓶比较要求更高，在此基础上进行不同的补水试验

发现补水能够提高发酵产物酶活。托盘固体发酵的产酶高峰比三角瓶提

前。主要是因为三角瓶透气性差，菌丝不能迅速地生长。

4．3．2托盘发酵物干燥与耐热性

干燥温度对酶活的影响是比较明显的，干燥温度越高，对酶活的损害

就越大，但干燥温度过低，干燥耗时大大延长，会带来生产耗能大量增加，

不利于节约型生产。所以，60℃的烘干温度较好的平衡这两者之间的利弊。

在80"C～90"C保存lh酶活损失仍小于15％，由此可见，该酶制剂对于热比

对湿热有较强的耐受性，禹慧明等(2002)对木聚糖酶的特性研究结果也

是如此。证明该酶能够耐受较高的温度，可以耐受饲料制粒的高温。

4．4中试工艺研究

采用种曲机+匾盘培养方式，在种曲机内培养菌丝再转入匾盘进行后

续发酵的两步发酵工艺，能够有效避免单独匾盘发酵方式容易污染、菌丝

生长缓慢的缺陷，和种曲机通风降温效果差而导致的烧曲现象，采用两步

发酵方式最终酶活达7461U／g，取得了较为理想的效果。

4．5动物饲喂试验

将木聚糖酶制剂与市场复合酶产品在小猪上进行动物试验，结果发现

木聚糖酶制剂较对照组相比能够提高小猪平均增重11．8％、降低料肉比

8．8％，降低腹泻效果明显，而且能够给养殖户带来更高的经济效益，整体

效果优于市场复合酶产品。
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5结论

5．1黑曲霉C-2最佳产木聚糖酶的培养基为：复合碳源麸皮+玉米芯(1：1)、

复合氮源2％(NH4)2S04+3％尿素、O．1％KH2P04、0．3％TW-80，料水比

I：I．4，初始pH7，0；最佳培养条件为：500mL三角瓶装料209，接种2mL

孢子悬液(109cfu／mL)，30"C发酵42h。

5．2黑曲霉C-2木聚糖酶最适反应pH值为4．4～4．8，在pH4．5～7．5范围

内稳定，在pI--14．5～5．5范围内保温6h仍能保持95％以上的酶活力；该酶

的最适反应温度为50"(2，粗酶液在30"C～50"C的范围内稳定性较好，50"C

以上耐热性差；Cu2+、M92+和Na+对酶反应有促进作用，ca寸、F矿、Mn2+、

Ag+、K+、F抑寸．酶反应有不同程度的抑制作用。

5．3黑曲霉C-2干燥发酵产物中木聚糖酶有较强的耐热性；发酵物抽提液

中含有5种木寡糖组分。

5．4托盘固态发酵时，种曲接种量O．5％～O．75％，装料量3009～4009，料

厚3～4cm，料水比1：1．8，发酵过程中补水有利于提高托盘发酵产物木聚

糖酶活力。

5．5种曲机机内培养菌丝，转入匾盘发酵产酶的两步发酵工艺有利于菌丝

生长与产酶，最终发酵酶活达7461U／g。

5．6动物饲喂试验结果显示木聚糖酶制剂较对照组相比能够提高小猪平

均增重11．8％、降低料肉比8．8％，且明显降低小猪腹泻。
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6进一步的研究方向

6．1研究高产木聚糖酶黑曲霉菌种的诱变和筛选，进一步提高酶活力；

6．2研究木聚糖酶的提纯工艺，以及纯酶的酶学性质；

6．3迸一步研究培养基发酵后木寡糖的定量分析，将内切木聚糖酶应用于

木寡糖生产；

6．4开拓木聚糖酶在其它领域的应用。

6l
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